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［摘　 要］ 　 建立高效液相色谱法检测天然植物粗提物饲料原料中芍药苷的测定方法。 用十八烷基

硅烷键合硅胶色谱柱，以乙腈 －０． １％磷酸溶液（１４∶ ８６）为流动相，检测波长２３０ ｎｍ，流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温：３０ ℃；进样量：１０ μＬ。 结果显示：在 ２０ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ 范围内，芍药苷的线性方程为 Ｙ ＝
１０． ６０１７Ｘ － １４． ８５１４，（ｒ ＝ ０． ９９９６６，ｎ ＝ ６），本方法的回收率为 １００． ４ ～ １０２． １％ ，ＲＳＤ 均小于２． ０％ 。
结果表明，本方法准确，可靠，适用于天然植物粗提物饲料原料中芍药苷的测定。
［关键词］ 　 ＨＰＬＣ；天然植物粗提物；饲料原料；芍药苷

基金项目： 河北省人才工程培养资助项目（Ａ２０１９０１１３５）

作者简介： 杜西翠，硕士，兽医师，中兽药产品研发。 Ｅ － ｍａｉｌ：ｄｕｘｉｃｕｉ０３２０＠ １６３． ｃｏｍ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｉｎ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｌａｎｔ Ｃｒｕｄｅ
Ｅｘｔｒａｃｔ Ｆｅｅｄ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｂｙ ＨＰＬＣ

ＤＵ Ｘｉ － ｃｕｉ１，２，ＬＩ Ｙｕｎ － ｂｏ３，ＺＨＡＮＧ Ｃｈｅｎ４，ＧＵＯ Ｙａｎ － ｑｉｎ１，ＸＵ Ｄａｎ５，ＬＩＵ Ｇｅ － ｇｅ１，
ＷＡＮＧ Ｍｅｎｇ － ｘｕｅ６，ＬＩ Ｓｈｕ － ｎａ７，ＺＨＵ Ｑｉｕ － ｙａｎ７

（１． Ｈｅｂｅｉ Ｊｉｎｋｕｎ Ａｎｉｍａｌ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ． ＬＴＤ，Ｘｉｎｊｉ ０５２３６０，Ｃｈｉｎａ； ２． Ｘｉｎｊｉ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ，

Ｘｉｎｊｉ ０５２３６０，Ｃｈｉｎａ； ３． Ｈｅｂｅｉ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｘｉｎｊｉ ０５２３６０，Ｃｈｉｎａ；

４． Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｏｓｔ，Ｘｉｎｊｉ ０５２３６０，Ｃｈｉｎａ； ５． Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｉｃ Ａｌｌｉａｎｃｅ ｏｆ Ｆｏｒａｇｅ ｎａｔｕｒａｌ ｐｌａｎｔ

ｅｘｔｒａｃｔｓ ｉｎ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｘｉｎｊｉ ０５２３６０，Ｃｈｉｎａ； ６． Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ Ｈｕｉｆｅｎｇ Ａｎｉｍａｌ Ｈｅａｌｔｈ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｃｏ． ＬＴＤ，Ｘｉｎｊｉ ０５２３６０，Ｃｈｉｎａ；

７． Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｕｒａｌ ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｏｔｉｎｇ ｃｏｕｎｔｙ， Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３６００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ
ｐｌａｎｔｓ． Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ － ０． １％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （１４∶ ８６）， ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｗａｓ ２３０ ｎｍ， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ １０
μＬ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｗａｓ Ｙ ＝１０． ６０１７Ｘ －１４． ８５１４， （ｒ ＝０． ９９９６６， ｎ ＝６）．
Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｗｅｒｅ １００． ４ ～ １０２． １％ ， ＲＳＤ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２． ０％ ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ， ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｉｎ ｆｅｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ
ｎａｔｕｒａｌ ｐｌａｎｔ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ｎａｔｕｒａｌ ｐｌａｎｔｓ； ｆｅｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ； ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ

·９３·



中国兽药杂志 ２０２１ 年 ４ 月第 ５５ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

　 　 针对目前畜牧养殖业中滥用抗生素导致的药

物残留和细菌耐药性等问题［１］，研究团队开发出一

款既可以代替抗生素使用又可以提高动物机体免

疫力的新型饲料原料“黄芪白芍粗提物”。 本产品

是由黄芪、白芍等中药材提取加工制备而成的天然

植物粗提物，可以用于畜禽生长的各个阶段，能够

有效减少临床上抗生素的使用。 为了控制产品的

质量，保证产品稳定、有效，研究并测定其有效活性

成分的含量具有非常重要的意义。
白芍收载于《中国兽药典》２０１５ 年版二部，为

毛莨科植物芍药的干燥根，气微，味微苦、酸。 具有

平肝止痛，养血敛阴的功效，主治肝阴不足，虚热，
泻痢腹痛，四肢拘挛［２］。 兽医临床中经常与当归、
熟地、桂枝、白术、甘草等配伍使用，用于治疗血虚、
阴虚、疼痛等病症，具有很高的临床应用价值。 主

要含有芍药苷、羟基芍药苷及芍药内酯苷、苯甲酰

芍药苷，以及苯甲酸、鞣质、挥发油、脂肪油、树脂、
糖、黏液质、蛋白质、β －谷甾醇、草酸钙、芍药碱、牡
丹酚及三萜类化合物等成分［３ － ４］。 黄芪是豆科植

物蒙古黄芪或膜荚黄芪的干燥根是一种传统的中

药材，具有补气升阳，固表止汗，利水消肿，生津养

血，行滞通痹，脱毒排脓，敛疮生肌的功能［５］。 现代

研究表明，黄芪含皂苷、蔗糖、多糖、多种氨基酸、叶
酸及硒、锌、铜等多种成分，其中黄芪多糖是黄芪的

主要有效成分［６］。 经查阅文献［７ － ９］，黄芪多糖的含

量多采用紫外分光光度法进行测定且组方为单一

黄芪成分。 复方产品进行黄芪多糖含量测定试验

缺乏专属性，而进行黄芪甲苷测定则需要用到不常

用的蒸发光散射检测器且含量较低不易检测。 因

此，本试验以芍药苷为测定指标，测定了黄芪白芍

粗提物中芍药苷的含量，对于控制产品质量和完善

标准具有实用性。
１　 仪器与试药

１． １　 仪器　 高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ － １２６０ＩＩ（配
备紫外检测器）；ＡＵＷ２２０Ｄ 型十万分之一电子分析

天平：岛津国际贸易有限公司，感量 ０． ００００１ ｇ；ＫＨ
－ ５００Ｅ 型数控超声波清洗器：昆山禾创超声仪器

有限公司。
１． ２　 试药　 芍药苷标准品：中国食品药品检定研

究院，含量 ９８． ７％ ，批号：Ｚ０２８１５０６。 黄芪白芍粗提

物：河北锦坤动物药业有限公司，批号：２０２００６０１，
２０２００６０２，２０２００６０３。 乙腈、甲醇、磷酸为色谱纯；
乙醇为分析纯；水为超纯水。
２　 方法与结果

２． １　 对照品溶液制备　 精密称取芍药苷对照品约

１０ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻

度，摇匀。
２． ２　 供试品溶液制备　 取黄芪白芍粗提物样品摇

匀，精密量取 １． ０ ｍＬ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，加 ５０％ 乙

醇稀释至刻度，充分摇匀，静置，取上清液滤过，
即得。
２． ３　 色谱条件　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ －
Ｃ１８（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相为乙腈 －
０． １％磷酸溶液（１４∶ ８６）；流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量

为 １０ μＬ；柱温为 ３０ ℃；检测波长为 ２３０ ｎｍ。 对照

品与供试品色谱图见下图。

图 １　 芍药苷对照品高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
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图 ２　 黄芪白芍粗提物高效液相色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ｒａｄｉｘ Ａｓｔｒａｇａｌｉ ａｎｄ Ｒａｄｉｘ Ｐａｅｏｎｉａｅ Ａｌｂａ

２． ４　 线性关系考察 　 精密称取芍药苷对照品约

１０ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻

度，摇匀，作为储备液。 分别精密吸取芍药苷对照

品储备液 １、２、３、４、５ ｍＬ 置 １０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇

稀释至刻度，摇匀，作为稀释液。 照“２． ３”项下色谱

条件分别进样对照品稀释液和储备液，以峰面积为

纵坐标（Ｙ），以对照品含量为横坐标（Ｘ）绘制标准

曲线，进行线性回归，得芍药苷的回归方程分别为：
Ｙ ＝ １０． ６０１７Ｘ － １４． ８５１４，（ ｒ ＝ ０． ９９９６６），结果表明

芍药苷在 ２０ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ 范围内，线性关系良好。
结果见图 ３。

图 ３　 芍药苷标准曲线

Ｆｉｇ ３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ

２． ５　 精密度试验　 分别精密吸取同一份对照品溶

液 １０ μＬ，重复进样 ６ 次，测定芍药苷峰面积，计算

芍药苷峰面积的 ＲＳＤ 为 ０． ７５％ ，表明仪器精密度

良好。 结果见表 １。

表 １　 精密度试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ １　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ ＝６）
编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

峰面积 １０６０． ３３４ １０５７． ４０４ １０７４． ７９２ １０７４． ５８５ １０６０． ０４０ １０７１． ２０９ １０６６． ３９ ０． ７５

２． ６　 重复性试验　 取同一批产品，精密量取 １ ｍＬ，
按“２． ２”项下方法制备供试品溶液，平行 ６ 份，照
“２． ３”项下色谱条件进行检测分析，测定芍药苷含

量，计算芍药苷含量的 ＲＳＤ 为 １． ３１％ ，表明该方法

重复性良好。 结果见表 ２。

表 ２　 重复性试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ ＝６）
编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

含量（ｍｇ·ｍＬ － １） ２． ５９１ ２． ５５８ ２． ５２８ ２． ５７５ ２． ５４０ ２． ６１９ ２． ５７ １． ３１

２． ７　 稳定性试验 　 精密量取样品 １ ｍＬ，按“２． ２”
项下方法制备供试品溶液，分别于 ０、２、４、８、１２、２４
ｈ 照“２． ３”项下色谱条件进行检测分析，测定芍药

苷的峰面积，计算其 ＲＳＤ 为 ０． ６２％ ，表明供试品溶

液在 ２４ ｈ 内稳定性良好。 结果见表 ３。

·１４·
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表 ３　 稳定性试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ （ｎ ＝６）
时间 ／ ｈ ０ ２ ４ ８ １２ ２４ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

峰面积 １３５１． ２５２ １３４９． ３５８ １３４５． ６４２ １３４２． ６３１ １３３１． ６２９ １３３２． ４８３ １３４２． １７ ０． ６２

２． ８　 回收率试验　 取已知含量的样品 ９ 份，精密

量取 １ ｍＬ，分成 ３ 组，每组 ３ 份，分别按芍药苷的

８０％ 、１００％ 、 １２０％ 加入芍药苷对照品溶液， 按

“２． ２”项下方法制备供试品溶液，照“２． ３”项下色

谱条件分别进样进行检测分析，计算平均回收率为

１０１． ３％ ，ＲＳＤ 值为 ０． ６６％ 。 表明该方法测定结果

的准确度高。 结果见表 ４。

表 ４　 回收率试验结果（ｎ ＝９）

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ ＝９）
编号 样品含量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ２． ５７ ０． １６ ２． ７９５ １０２． ３８

２ ２． ５７ ０． １６ ２． ７７３ １０１． ５８

３ ２． ５７ ０． １６ ２． ７４１ １００． ４０

１０１． ５ ０． ９８

４ ２． ５７ ０． ２ ２． ８４２ １０２． ６０

５ ２． ５７ ０． ２ ２． ８１０ １０１． ４４

６ ２． ５７ ０． ２ ２． ８３１ １０２． ２０

１０２． １ ０． ５８

７ ２． ５７ ０． ２４ ２． ８０９ ９９． ９６

８ ２． ５７ ０． ２４ ２． ８２５ １００． ５３

９ ２． ５７ ０． ２４ ２． ８３１ １００． ７５

１００． ４ ０． ４１

２． ９　 样品含量测定　 取 ３ 批样品，每批量取 ２ 份，
按“２． ３”项下方法制备供试品溶液，照“２． １”项下

色谱条件分别进样进行检测分析，记录色谱图，平
行进样两次，计算平均含量。 各批次样品的含量见

表 ５。

表 ５　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ
生产批号 芍药苷含量 ／ （ｍｇ·ｍｌ － １） ＲＳＤ ／ ％

２０２００６０１ ２． ５４６ ０． ５１

２０２００６０２ ２． ５０７ ０． ５２

２０２００６０３ ２． ５４７ ０． ５５

３　 讨论与结论

３． １　 流动相的考察［１０ － １４］ 　 试验对甲醇 － 水、甲醇

－ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液、乙腈 － 水、乙腈 －
０． １％ 磷酸溶液四种流动相体系进行了考察，结果

发现以甲醇 －水、甲醇 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶

液为流动相时出峰时间晚且理论板数太低；以乙腈

－水为流动相时对芍药苷的洗脱能力强，出峰时间

快，但在供试品中分离度不好，目标峰与杂质峰不

易分开；乙腈 － ０． １％ 磷酸溶液对芍药苷的出峰时

间及供试品的分离度都有较好的表现。 因此本试

验选择了乙腈 － ０． １％磷酸溶液作为流动相。

３． ２ 　 供试品提取溶剂考察 　 试验对乙醇、甲醇、

５０％乙醇、５０％甲醇、乙腈 － ０． １％ 磷酸溶液五种不

同提取溶剂进行了考察，结果乙醇、甲醇、乙腈 －

０． １％磷酸溶液提取的样品分离度都小于 １． ５，达不

到要求；用 ５０％甲醇提取的样品杂质峰较多，芍药

苷含量偏低；而 ５０％ 乙醇作为提取溶剂时，样品杂

质峰少，色谱图的分离度最好，芍药苷含量最高。

因此本试验选择了 ５０％乙醇作为供试品提取溶剂。

３． ３　 柱温　 试验考察了不同柱温对芍药苷色谱峰

分离的影响，柱温设置为 ２５、３０、３５、４０ ℃。 柱温为

２５ ℃时出峰时间晚且峰型较差；柱温为 ４０ ℃时出

·２４·
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峰时间快但供试品目标峰与杂质峰的分离效果不

理想，分离度小于 １． ５；柱温为 ３０、３５ ℃时供试品色

谱峰的分离度均符合要求，无明显差异，但考虑柱

温太高会对色谱柱造成损害，因此柱温选择 ３０ ℃。
３． ４　 结论　 采用乙腈 － ０． １％ 磷酸溶液为流动相

测定植物粗提物中芍药苷的含量，方法易行，结果

可靠，为饲料原料及其相关制剂的质量评价和含量

检测提供有效方法。
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